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Abstract 



Subject matter of the invention is a reagent preparation for binding components of a sample in the form of a 
tablet comprising a multitude of magnetic particles which are held together with the aid of excipients, and the 
use of this reagent preparation in analytical test 
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(54) Reagenzzubereitung enthaltend magnetische Partikel in Form einer Tablette 

(57) Gegenstand der Erf indung ist eine Reagenzzu- 
bereitung zur Bindung von Inhaltsstoffen einer Probe in 
Form einer Tablette enthaltend eine Vielzahl von 
magnetischen Partikeln, die uber Tablettierhilfsmittel 
zusammengehalten werden sowie Verwendung dieser 
Reganzzubereitung in analytischen Tests. 
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Beschrelbung 

Gegenstand der Erf indung ist eine Reagenzzubereitung zur Bindung von Inhaltsstoffen einer Probe in Form einer 
Tablette, deren Verwendung zur Bindung oder Reinigung von Nukleinsauren sowie ein Verfahren zur Suspension von 

5 magnetischen Partikeln in einer Probe und ein Verfahren zum Einbringen von magnetischen Partikeln in einer Probe. 
Bei der Anaiytik von flussigen Proben stellt sich oft das Problem, daB die zu analysierenden Bestandteiie nur in 
sehr geringen Mengen vorhanden sind. Daruber hinaus befinden sich in der Probe eine Vielzahl nichtzu bestimmender 
Bestandteiie, die die Bestimmungen ungenau werden lassen. Aus diesem Grund hat es sich als zweckmaRig erwiesen, 
die Analyten an eine teste Phase zu binden und die nicht zu bestimmenden Bestandteiie mit der Flussigkeit zu entfer- 

10 nen. Die isolierten Analyten kOnnen anschlieBend an der festen Phase nachgewiesen werden. Als teste Oberftachen 
wurden in jungerer Zeit insbesondere die Innenwande von ReaktionsgefaBen (Tubes) eingesetzt. Eine weitere Moglich- 
keit besteht darin, der Probe in einem ReaktionsgefaB eine Kugel (Bead) zuzusetzen, die fur die Bindung des Analyten 
entsprechend befahigt ist. Diese Perlen sind so groG, daB die Abtrennung der Flussigkeiten von diesen Perlen durch 
einfache Pipettierung moglich ist. In jungerer Zeit wurden nun jedoch auch kontinuierlich arbeitende Gerate entworfen, 

is bei denen der Analyt an magnetische Partikel gebunden wird und der gebundene Analyt zusammen mit dem magneti- 
schen Partiket uber ein Magnetfeld von der sie umgebenden Flussigkeit abgetrennt werden. Auch hier sind die magne- 
tischen Partikel mit einer Oberflache versehen, die die Bindung des Analyten erlaubt. 

Diese magnetpartikelhaltigen Reagenzzubereitungen werden in Form von Suspensionen angeboten, welche der 
zu untersuchenden analythaltigen Flussigkeit zupipettiert werden kann. Diese Pipettierschritte sind den ublichen 

20 Schwankungen bei Pipettierungen unterworfen. Daruber hinaus sind Fehler bei den Pipettierungen schwer erkennbar. 
Aufgabe der vorliegenden Erf indung war es daher, die Nachteile des Standes der Technik zu beseitigen und insbe- 
sondere Magnetpartikel in einer Form anzubieten, die eine einfache Dosierbarkeit erlaubt. 

Gegenstand der Erfindung ist daher eine Reagenzzubereitung zur Bindung von Inhaltsstoffen einer Probe in Form 
einer Tablette enthaltend eine Vielzahl von magnetischen Partikeln mit einer Oberflache, an welche die zu bindenden 

25 Inhaltsstoffe im wesentlichen vollstandig binden kOnnen und Tablettierhilfsmittel. Ebenfalls Gegenstand der Erfindung 
sind Verwendungen dieser Reagenzzubereitungen und Verfahren zur Herstellung von magnetischen Suspensionen. 

Unter Inhaltsstoffen einer Probe werden Materialien auf partikularer oder molekularer Basis verstanden. Hierzu 
gehGren insbesondere Zellen, z. B. Viren oder Baktieren, aber auch humane oder tierische isolierte Zellen, wie Leuko- 
zyten, sowie immunologisch aktive niederund hochmolekulare chemische Verbindungen, wie Haptene, Antigene, Anti- 

30 kfirper und Nukleinsauren. Besonders bevorzugt als Inhaltsstoffe sind Nukleinsauren, z. B. DNA oder RNA. 

Proben im Sinne der Erfindung sind beispielsweise Winische Proben, wie Blut, Serum, MundspuKlussigkeit, Urin, 
Zerebralflussigkeit. Sputum. Stuhl, Punktate und Knochenmarkproben. Die Probe kann auch aus dem Bereich der 
Umwettanalytik, der Lebensmittelanalytik oder der molekularbiologischen Forschung, z. B. aus Bakterienkulturen, Pha- 
genlysaten und Produkten von Amplifikationsverfahren, z. B. PCR, stammen. 

35 Eine Tablette im Sinne der Erfindung ist ein fester Formkorper, bevorzugt in Form einer flachen Scheibe oder in 
Form einer mehr oder weniger perfekten Kugel. Dazwischenliegende Ausfuhrungsformen sind ebenfalls denkbar. Sol- 
che Tabletten sind in ihrer Form beispielsweise aus ublichen Arzneimittelzubereitungen bekannt. Bevorzugt hat die 
Tablette ein im voraus def iniertes Gewicht, welches schwerer ist als 5 mg. 

Unter einem magnetischen Partikel werden Partikel aus Materialien bezeichnet, die durch einen Magnet angezo- 

40 gen werden kOnnen, d. h. beispielsweise ferromagnetische oder superparamagnetische Materialien. Besonders bevor- 
zugt im Sinne der Erfindung sind ferromagnetische Materialien, insbesondere wenn sie noch nicht vormagnetisiert 
wurden. Unter Vormagnetisierung ist in diesem Zusammenhang das Inkontaktbringen mit einem Magneten zu verste- 
hen, wodurch die Remanenz erhoht wird. Besonders bevorzugt sind Magnetid (Fe 3 0 4 ) oder Fe 2 0 3 . Unter magneti- 
schen Partikeln soil en jedoch auch Materialien verstanden werden, welche selbst (kleinere) magnetische Partikel 

45 enthaften. Hierzu gehort insbesondere das unter der Bezeichnung Iriodin 600 (Merck, Darmstadt) kauflich erhaitliche 
Pigment. Besonders bevorzugt im Sinne der vorliegenden Erfindung sind Partikel, die eine durchschnittliche KorngrOBe 
von weniger als 100 urn haben. Besonders bevorzugt weisen sie eine durchschnittliche KbrngrOBe von zwischen 10 
und 60 urn auf! Bevorzugt ist die KomgrOBenverteilung relativ homogen, insbesondere liegen nahezu keine Teilchen 
kleiner als 10 urn oder grOBer als 60 \im vor. Partikel, die diese Bedingung erfullen, sind beispielsweise beschrieben in 

so WO 90/06045. 

Ein wesentlicher Bestandteil der Erfindung ist die Tatsache, daB die magnetischen Partikel eine Oberflache aufwei- 
sen, an welche die zu bindenden Inhaltsstoffe binden konnen. Diese Bindung kann entweder spezifisch oder relativ 
unspezifisch sein. Eine spezifische Bindung kann beispielsweise dadurch erreicht werden, daB fur die Bindung spezi- 
fische Wechselwirkungen, wie z. B. zwischen AntikOrpern und Antigenen, AntikOrpern und Haptenen oder tomplemen- 
55 taren Nukleinsauren verwendet werden. Auch die Kombination solcher Wechselwirkungen ist moglich. 

Eine bekannte Moglichkeit der Modifizierung einer Oberflache ist beispielsweise der Gberzug von Partikeln mit 
einer Schicht aus Streptavidin. Hierdurch laB sich eine universell verwendbare Matrix erzeugen, an die uber Kbnjugate 
von Biotin mit einem bestimmten AntikOrper, einem bestimmten Hapten oder einer bestimmten NuWeinsaure spezifi- 
sche Inhaltsstoffe aus der Probe gebunden werden konnen. AusfOhrungsformen sind dem Fachmann, insbesondere 
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auf dem Gebiet der Immunoassays, bekannt. 

Unter einer relativ unspezifischen Bindung wird auch die Wechselwirkung zwischen einer glasartigen Oberflache 
und Nukleinsauren verstanden. So ist beispielsweise aus Proc. Natl. Acad. USA 76, 615 - 619 (1979) die Bindung von 
Nukleinsauren aus Agarosegelen in Gegenwart von Natriumjodid in gemahlenem Ftintgtas bekannt. Magnetische Par- 
tikel, an deren Glasanteil Nukleinsauren binden konnen, sind beispielsweise aus US-A-4,233,169 bekannt. 

Im Sinne der Erf indung soil der zu bestimmende Inhaltsstoff im wesentlichen vollstandig an die magnetischen Par- 
tikel binden konnen. Die Menge an hi erf Or erforderlichen magnetischen Partikeln kann ein Fachmann durch Variation 
der Menge an zugegebenen magnetischen Partikeln sehr leicht herausf inden. Im Sinne der Erf indung bedeutet eine im 
wesentlichen vollstandige Bindung eine Bindung von mehr als 60 %, besonders bevorzugt mehr als 90 % der Probe- 
menge des zu bindenden Inhaltsstoffes. 

Tablettierhilfsmittel dienen im wesentlichen dazu, die feste Form der Tablette zu erharten, d. h. die magnetischen 
Partikel miteinander zu einer Tablette zu vereinigen. Bevorzugte Tablettierhilfsmittel sind im Sinne der Erf indung solche, 
die sich in der Probe, in der die Bindung stattfinden soil, schnell losen konnen. Da es sich bei den flussigen Proben 
bevorzugt urn wassrige LOsungert handelt, k6nnen praktisch alle auch fur Arzneimittel eingesetzten Tablettierhilfsmittel 
verwendet werden. Als besonders bevorzugt haben sich Polyethylenglykol (PEG) und Polyvinylpyrrolidon (PVP) erwie- 
sen. 

In DE-A-4406139 ist ein magnetisches Depotarzneimittel mit verbesserter Resorption der Wirkstoffe beschrieben. 
Die Tablette enthalt einen scheibenfbY migen Magnet und die Tablette wird zur Freisetzung des Wirkstoffes uber meh- 
rere Stunden hinweg beschrieben. 

In International Journal of Pharmaceutics 1 19, 47 - 55 (1995) ist ebenfalls eine Tablette beschrieben, mit der eine 
verzogerte Freisetzung von Arzneimitteln erreicht wird. 

In STP Pharmasciences Vol. 4, 425 - 430 (1994) ist die Herstellung ferrithaltiger magnetischer Tabletten und deren 
Verabreichung an Hunde beschrieben. 

Die erfindungsgemaBe Tablette kann daruber hinaus auch noch Stabilisierungsreagenzien enthalten. Hierbei hat 
es sich als bevorzugt erwiesen, Zucker zuzusetzen, z. B. D-Mannit, Trehalose Oder Sorbit. 

Erstaunlicherweise lassen sich magnetische Partikel, insbesondere solche mit einer GlasoberflSche, in Form einer 
Tablette ohne beobachtbare Hydrolyse des Glases und damit auch ohne beobachtbare Elution des Eisens aus den 
Magnetanteilen, lagern. 

Bei den magnetischen Partikeln handelt es sich bevorzugt urn Glasmagnetpigmente Oder polymere Magnetbeads 
Oder andere magnetische Partikel im GrOBenbereich von 0.1 jim bis 100 \im, beispielsweise solche, wie sie in DE 
19520390 beschrieben sind. 

Der Zubereitung konnen weiterhin Hilfsstoffe zugesetzt sein, die die Bindung der Inhaltsstoffe erleichtern. Hierzu 
gehoren beispielsweise spezifrtatsvermittelnde Stoffe, wie die oben erwahnten Konjugate, aber auch Stoffe, die die 
Eigenschaften der Probe dahingehend verandern, dafi die zu bindenden Inhaltsstoffe leichter an die Oberflache bin- 
den. Im Fade von Nukleinsauren sind dies beispielsweise chaotrope Salze, wie z. B. Guanidiniumhydrochlorid, Natri- 
umjodid, Natriumperchlorat Oder ahnliche. Solche chaotropen Salze sind z. B. aus Anal. Biochem. 121, 382 - 387 
(1982) und DE-A 37 34 442 bekannt. 

Die Reagenzzubereitung kann auBerdem noch Reagenzien enthalten, die die zu bindenden Inhaltsstoffe in eine 
Form uberfuhren, sodaB sie uberhaupt fur eine Bindung zuganglich ist. Hierzu gehOren beispielsweise Reagenzien, mit 
denen Kompartimente, z. B. Zellen, die Nukleinsauren enthalten, lysiert werden konnen. Ein solches Reagenz ist bei- 
spielsweise Proteinase K oder die oben erwahnten chaotropen Salze. 

Die Reagenzzubereitung kann auch pH-Puffersubstanzen und Reagenzien zur Losung von Wechselwirkungen, 
wie z. B. Wasserstoffbruckenbindungen, Hydrophobenwechselwirkungen, ionischen Bindungen sowie Reagenzien 
zum spezifischen Nachweis von Substanzen oder Indikatoren, wie sie an sich als Komponenten eines immunologi- 
schen Assays bekannt sind. enthalten. 

Fur eine bevorzugte Tablette hat sich folgende Zusammensetzung als praktikabel erwiesen: 



Bestandteil 


bevorzugte Menge 


besonders bevorzugte 
Menge 


Tablettierhilfsmittel (z.B. PEG, PVP, Kalziumstearat) 


2-10% 


3% 


Reagenzien 


0-90% 


87% 


Magnetische Partikel 


0.01-50% 


10% 



Selbstverstandlich kann eine erfindungsgemaBe Tablette weitere Bestandteile beinhalten, z. B. inerte Fullstoffe; 
die Gesamtmenge an Bestandteilen addiert sich zu 100 %. Die angegebenen Prozentzahlen sind Gewichtsprozent. 
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Die erfindungsgemaBe Reagenzzubereitung in Form einer Tablette kann in Analogie zu Arzneimitteln in Tabletten- 
form hergestelit werden. Hierzu werden die erforderlichen Komponenten miteinander innig vermischt und Aliquots in 
einer Tablettenpresse tablettiert. Dies geschieht insbesondere durch Einwirkung von Druck. ErfindungsgemaBe Tablet- 
ten kOnnen jedoch auch durch Granulieren der Mischung der Komponenten erzeugt werden. Hierzu wird eine 
5 bestimmte Menge an trockener Mischung mit einer lOsungsvermittelnden FIDssigkeit granuliert. Dem erhattenen Gra- 
nulat wird die FIDssigkeit anschlieBend wieder entzogen. Eine gleichmaBige KorngrflBe kann durch Sieben des Granu- 
lats erreicht werden. 

Diese Herstellungsverfahren bewirken einen sehr niedrigen Variationskoeffizienten des Tablettengewichts und 
damit auch eine hohe Reproduzierbarkeit bei der Dosierung der Reagenzien im Anwendungsfall. Fehler bei der Dosie- 

10 rung kOnnen weniger oft stattf inden bzw. werden schneller bemerkt. Die erfindungsgemaBen Tabletten lassen sich sehr 
rasch aufldsen, bevorzugt in weniger als 30 sec, besonders bevorzugt in zwischen 1 bis 10 sec., und die Magnetparti- 
kel lassen sich einfach und schnell redispergieren. Die Tablettenform ist eine gut lagerfahige Form. Die Dosierung kann 
beispielsweise sogar manuell mit HiHe eines Tablettenspenders erfolgen. Die bei Suspensionen auftretenden Verfai- 
schungen durch Sedimentierung der Partikel sind nicht zu beobachten. 

is Ebenfalls Gegenstand der Erf indung ist die Verwendung der Reagenzzubereitung zur Bindung von Nukleinsauren. 
Hierzu wird die Reagenzzubereitung der Probe zugegeben und solange inkubiert, bis sich 1 .) die Tablette aufgelttstund 
2.) die Nukleinsauren im wesentlichen vollstandig an die Oberfiache gebunden sind. Hierzu kann die Tablette mecha- 
nisch bewegt werden. Dies erhdht sowohl die Geschwindigkeit bei der Aufldsung der Tablette als auch die Geschwin- 
digkeit bei der Bindung der Inhaltsstoffe. 

20 Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der Reagenzzubereitung zur Reinigung von Nukleinsau- 
ren. Hierzu werden die magnetischen Partikel mit den daran gebundenen Nukleinsauren von der sie umgebenden Pro- 
benflussigkeit entfernt. Dies geschieht zweckmaBigerweise durch Anlegen eines Magnetfeldes zum Zuruckhalten der 
Magnetpartikel in einem GefaB oder an einer bestimmten Stelle eines Apparates und anschlieBende Entfernung (z. B. 
durch Abpipettierung oder Verdrangung) der Probenflussigkeit sowie gewunschtenfalls einer Oder mehrerer Wasch- 

25 schritte mit anderen Flussigkeiten. Falls gewunscht kOnnen die gebundenen Nukleinsauren durch Anlegung geeigneter 
Bedingungen wieder von den magnetischen Partikeln gelOst werden. Im Falle einer glasartigen Oberfiache sind diese 
bevorzugt Niedrigsalzbedingungen, d. h. der Salzgehalt der ElutionslOsung liegt bei weniger als 100 mmol/l. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Suspension von magnetischen Partikeln in einer Probe, 
enthaltend die Schritte Zugabe einer magnetische Partikel und IGsliche Tablettierhilfsstoffe enthaltenden Tablette in die 

30 Probe und Bewegung der Tablette in der Probe, bevorzugt mit Hilfe eines beweglichen Magnetfeldes. Die Bewegung 
des Magnetfeldes kann z. B. dadurch erreicht werden, daB ein Magnet in der Nahe der Probe hin- und herbewegt wird, 
so daB die Tablette bzw. die magnetischen Partikel eine standige Ortsveranderung mitmachen. Es ist jedoch auch mOg- 
lich, das GefaB, in welchem sich die Probe mit der Tablette bzw. den magnetischen Partikeln befindet, gegenuber dem 
Magneten zu bewegen. 

35 Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Einbringen von magnetischen Partikeln in eine Probe 
enthaltend die Schritte zur Verfugungstellung eines Spenders enthaltend eine Vielzahl von magnetpartikel haltigen 
Tabletten und Betatigung des Spenders zum Entlassen einer Tablette aus dem Spender. Spender fur die Zurverfugung- 
stellung von Tabletten sind beispielsweise bei der Verabreichung von Medikamenten in Tablettenform gebrauchlich. 
Diese kOnnen beispielsweise in manuelier Weise zur Dosierung im erfindungsgemaBen Verfahren eingesetzt werden. 

40 Es ist hier nicht unbedingt erforderlich, daB nur eine Tablette pro Probe freigesetzt wird. Es ist auch mOglich, eine 
bestimmte Anzahl von Tabletten, z. B. zwischen 2 und 10 Tabletten, abhangig von der beabsichtigten Verwendung in 
der Probe, zu entlassen. 

Die folgenden Beispiele soil en die Erfindung naher eriautern: 

45 Belspiel 1 

Herstellunq des Glas magnetpigments 

Die Herstellung eines Sols (Si0 2 :B 2 0 3 = 7:3) wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem ROhren nach 
so folgender Vorschrift durchgefOhrt: 

86,6 ml Tetraethylorthosilicat 

+ 7 ml wasserfreies unvergdlltes Ethanol 

+ 14,1 mlO,15MHCI 

55 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geruhrt wird, bis es einphasig wird. 
Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 37,8 ml Trimethylborat. AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 °C 
gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 14,1 ml 0,15 M HCI 

Nach Alterung wurde in 150 ml des Sols 22,5 g Iriodin 600 (Black Mica, Merck, Darmstadt, BRD) eingeruhrt und 
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anschlieBend mit einem SprOhtrockner (BOchi 190, Mini Spray Dryer) beschichtet. 

Das durch den SpruhtrockenprozeG erhaltene Pulver wurde anschlieBend einer Temperaturbehandlung unter 
Stickstoffatmosphare unterzogen. Die Aufheizgeschwindigkeit betrug hierbei 1 K/min und die Haltezeit betrug 2 Stun- 
den bei der Verdichtungstemperatur. Nach dem VerdichtungsprozeB wurde die Temperatur auf die Nachbehandlungs- 
temperatur abgesenkt, die Stickstoffatmosphare durch Luft ersetzt und das Pulver nach Ablauf der Nachbehandlung 
auf Raumtemperatur abgekuhlt. Eventuell entstandene Agglomerate wurden mit einem 50 urn Sieb ausgesiebt. 



Parameter 


GMP2 


Alterung des Sols bei 30°C (h) 


36 


Pigmentanteil des Sols (g/100 ml) 


15 


Dusentemperatur (°C) 


120 


Luftstrom der Duse (%) 


100 


Luftdruck (bar) 


6 


Verdichtungstemperatur (°C) 


534 


0 2 -Nachbehandlung(1 Stunde) 


(300°C) 



Beispiel 2 

Herstelluna der Tablette 
Vormischung 

43.62 g Glasmagnetpigment GMP 2 wurden mit 500 g Guanidiniumhydrochlorid gemischt und durch ein 0,2 mm 
Sieb auf einer Frewiit-Siebmaschine, Typ GLA-ORV, gesiebt. Die Ausbeute betrug 536,4 g, dies enspricht 98,7%. 

Granulieren 

0,674 g Tris-HCI und 0,259 g Harnstoff wurden in 2,2 ml bidest. Wasser gelOst. Die LOsung wurde zusammen mit 
266,4 g der Vormischung granuliert. Dabei wurden insgesamt 7 ml H 2 0-bidest. zugegeben. Das erhaltene Granulat 
wurde im Vakuum bei Raumtemperatur uber 24 Std. getrocknet und anschlieBend durch ein 0,6 mm Sieb gesiebt. 

Tablettieren 

246,98 g des Granulats wurden mit 7,41 g PEG 6000. spruherstarrt, gemischt und auf einer Korsch PH106 Tablet- 
tenpresse mit einer StempelgrOBe von 5 mm tablettiert. Die Ausbeute betrug 186,63 g Oder 2902 Tabletten. Die Tablet- 
ten hatten ein Gewicht von 64,32 mg, eine Tablettenharte von 1,5 kp, eine AuflOsezeit in dest. Wasser bei 
Raumtemperatur von 6 sec., einen Abrieb von 0.8 % und eine TablettenhOhe von 2,77 mm. 

Die Tablettiermaschine und Stempel lieBen sich gut reinigen, die Matrizen blieben blank, die Stempel waren nicht 
belegt. Die Masse lief etwas stockend, dies auGerte sich in einem Gewichts-VK von 4,65 % und kann durch technische 
MaBnahmen sehr leicht wesentlich verbessert werden. 

Beispiel 3 

La g erun g 

10 Tabletten nach Beispiel 1 wurden in ein offenes GlasgefaB eingewogen. Die Lagerung erfolgte offen bei RT im 
Labor bei ca. 50 % rF. Die Gewichtsanderungen wurden uber 4 Wochen verfolgt. Es ergab sich keine Gewichtsande- 
rung. 
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Belspiel 4 

a) PGR Probenvorbereituna aus human en Vollblut mit maanetischen Glaspartikeln 

isolierung der Nukleins&ure 

10 mg Glasmagnetpartikel GMP2 wurden je in Eppendorf ReaktionsgefaBen vorgelegt. Zu je 200 ul aufgetautem 
Vollblut wurden 40 jil Proteinase K (20 mg/ml, hergestellt aus Lyophilisat) pipettiert und sofort gemischt AnschlieBend 
wurden 200 ul Bindepuffer (6 M Guanidin-HCI, 10 mM Tris-HCI, 10 mM Harnstoff, 30 % Triton X-100, pH 4,4) zugege- 
ben, gemischt und fOr 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Nach Zugabe von 200 oJ i-Propanol wurde fOr 10 Sekunden auf 
dem Vortex-Mischer gemischt, die Probe fur 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und abermals fur 10 Sekunden 
wie vor gemischt. Die Magnetseparation erfolgte f Or wenigstens 30 Sekunden im Magnetpartikelseparator von Boehrin- 
ger Mannheim (Id.-Nr. 1 641 794). Der Uberstand wurde abgenommen und wie weiter unten beschrieben analysiert 

Die Magnetpartikel wurden mit jeweils 500 uf Wasch-Puffer (20 mM NaCI, 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 (25°C), 70 % 
Ethanol) durch 10 Sekunden mischen, 1 Minute Inkubation bei Raumtemperatur und 10 Sekunden mischen gewa- 
schen und mit dem Magnetpartikelseparator an die GefaGwand gezogen, Der Uberstand wurde abgenommen und ver- 
worfen. Die Waschprozedur wurde wiederholt bis der WaschOberstand farblos war (insgesamt 5 x Waschen). Nun 
wurden die NuWeinsauren 3 x mit jeweils 200 ul auf 70°C vorgewarmten Elutionspuffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) durch 
10 Sekunden mischen, 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur und 10 Minuten mischen eluiert 

Aufarbeitung des Oberstandes 

Der Uberstand nach der 1 . Bindung an die magnetischen Glaspartikel wurde folgendermaBen auf Gehalt an NuWe- 
insauren uberpruft: Der Uberstand wurde in ein Filter-Tube (Boehringer Mannheim, Id.-Nr. 1744003, z.B. enthalten in 
High Pure PCR Product Purification Kit) gegeben und fur 1 Minute bei 8000 rpm in einer Eppendorf Tischzentrrfuge 
zentrifugiert. Der Durchlauf wird verworf en und das Filter-Tube 2 x mit 500 ul Wasch-Puffer gewaschen (Zentrifugation 
wie vor). Das Filter-Tube wird kurz trocken zentrifugiert und dann mit 2 x 200 uJ auf 70°C vorgewarmten 1 x Elutions- 
puffer durch erneute Zentrifugation eluiert. 

Analyse der Eluate und des Probenuberstandes 

50 jal der Eluate bzw. der uber Filter-Tube aufgearbeiteten Uberstande wurden mit 10 ul Proben-Puffer versetzt und 
davon 45 oJ in einem 0,8 %igen Agarosegel elektrophoretisch bei 120 V fur 90 Minuten aufgetrennt. 

Verschiedene Verdunnungen der Eluate bzw. der aufgearbeiteten Uberstande wurden bei 260 und 280 nm in 
einem Uvikon 710 (Kontron) spektroskopisch vermessen. 

Zwei 5 ul Aliquots der Eluate wurden als Doppelbestimmung durch Expand™ Long Template PCR (Boehringer 
Mannheim, Id.-Nr. 1681834) mit spezifischen Primern fur das menschliche tPA-Gen (erwartete Produktlange 15 kb) 
uberpruft. 



Mix I 


pro Ansatz 


Mix II 


pro Ansatz 


dNTP, je 100 mM 


1ul 


Expand™ Puffer, 10 x 


5uJ 


Primer 1 , 200 ng/ul 


1ul 


Expand™ Polymerase 


0,75 \i\ 


Primer 2, 225 ng/ul 


M 


H 2°. bidest. 


19,25 ul 


H 2^, bidest 


17 ul 








20Hi 




25]Ii 



Mix I wird in ein dunnwandiges PCR-Tube vorgelegt mit 5 \i\ Eluat versetzt und Mix II zugegeben. Der Ansatz wird 
kurz gemischt und mit 30 >J Minearalol uberschichtet. Die Ansatze werden in einem Perkin-Elmer Thermocycler 9600 
mit folgendem Programm amplrf iziert: 
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2 Minuten 


92°C 




10 Sekunden 


92°C 




30 Sekunden 


65°C 


10ZyWen 


12 Minuten 


68°C 




10 Sekunden 


92°C 




30 Sekunden 


65°C 


20 ZyWen 


12 Minuten + 20 Sekunden pro ZyWus 


68°C 




7 Minuten 


68°C 




anschlieGend 


7°C 





Die 50 y\ PCR Ansatze wurden mit 10 *il Proben-Puffer versetzt und davon 45 p\ in einem 0,8 %igen Agarosegel 
elektrophoretisch bei 120 V fur 90 Minuten aufgetrennt. 

b) Verwendung der ertindunQsqemaB tablettierten Piamente aus Beisoiel 2 

2 Tabletten nach Beispiel 2 wurden in ein Eppendorf ReaktionsgefaG vorgelegt, 40 ml Proteinase K (20mg/ml) und 
200 uJ aufgetautes VollWut wie in Beispiel 4a) zugegeben und sofort 10 sec auf einem Vortex Mischer gemischt. 200 \i\ 
30% Triton X-100 wurden zugegeben und 10 min mit dem Vortex Mischer gemischt. Die weitere Behandlung erfolgte 
analog zu Beispiel 4a). 

c) Vergteicn ' 

Sowohl hinsichtlich der Ausbeute von DNA im ersten Elutionsschritt als auch der Amplif izierbarkeit gab es im Rah- 
men der ublichen Schwankungen identische Ergebnisse fOr 4a) und 4b). 

Patentanspruche 

1. Reagenzzubereitung zur Bindung von Inhaltsstoffen einer Probe in Form einer Tablette enthaltend 

eine Vielzahl von magnetischen Partikeln mit einer Oberfiache, an welche die zu bindenden Inhaltsstoffe im 
wesentlichen vollstandig binden konnen und 

Tablettierhilfsmittel. 

2. Reagenzzubereitung gemaG Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daG sie darOber hinaus Hilfsstoffe enthait, die 
die Bindung der Inhaltsstoffe erleichtern. 

3. Reagenzzubereitung gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daG die magnetischen Partikel weniger als 100 
lim im Durchmesser betragen. 

4. Reagenzzubereitung gemaG Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, daG die magnetischen Partikel eine 
glasartige Oberfiache aufweisen. 

5. Reagenzzubereitung gemaG Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet. daG die Tablette schwerer ist als 5 mg. 

6. Reagenzzubereitung gemaG Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daG der Hilfsstoff ein chaotropes Salz ist. 

7. Verwendung einer Reagenzzubereitung gemaG einem der vorangehenden Anspruche zur Bindung von Nukeinsau- 
ren. 

8. Verwendung einer Reagenzzubereitung gemaG einem der vorangehenden AnsprOche zur Reinigung von NuWein- 
sauren. 



EP0 811 694 A2 

Verfahren zur Suspension von magnetischen Partikeln in einer Probe enthaltend die Schritte 

Einbringen einer magnetische Partikel und Idsliche Tablettierhilfsstoffe enthaltenden Tablette in die Probe und 

Bewegung der Tablette in der Probe. 
Verfahren zum Einbringen von magnetischen Partikeln in eine Probe enthaltend die Schritte 

Zurverfugungstellung eines Spenders enthaltend eine Vielzahl von magnetpartikelhaltigen Tabletten und 

Betatigung des Spenders zum Entlassen einer Tablette aus dem Spender. 
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